5 verfahren zur quantitativen Bostixnmung viraler frartikel mit 

cholesterinfcaltiger mile 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitative!* Be- 
stimmung viraler Partikel mit cholesterinhaltiger Hullo unter 
10 Verwendung des Fluoreszenzfarbstof f s Filipin. 



Hintergmnd 

Viruscruantif izierung 

15 Die Quantif izierung viraler Gesamtpartikel ist im Vergleich 
zur Bestimmung der Anzahl infektiSser viraler Partikel rela- 
tiv aufwendig. Der Nachweis von retroviralen Partikeln in 
Zellkulturuberstanden wird zum einen eingesetzt, um sine m6g- 
liche Kontamination mit Retroviren auszuschlieSen, und zum 

20 anderen, urn die QuantitSt und Qualitat der Virusproduktion 

durch Verpackungszellen zu flberprtlf en . Eine Kontamination mit 
Retroviren wird zumeist uber die Aktivitat der viralen rover- 
sen Transkriptase im tfberstand nachgewiesen [85, 106 J (ein 
Literaturverzeichnis mit detaillierten bibliographischen An- 

: 25 gaben f indet sich am Ende der Beschreibung) . Ftir die Quanti- 
f izierung der Produktion viraler Gesamtpartikel stehen ver- 
schiedene Methoden zur Verfugung, Neben der erwahnten Aktivi- 

! tat der reversen Transkriptase werden die Bestimmung der vi- 
ralen "strong-stop" -cDMA, elektronenmikroskopische Untersu- 

: 30 chungen und immunhistochemische FSrbungen von Proteinen auf 
der Virusoberflache ftir eine Quantif izierung der Gesamtparti- 
kel eingesetzt [7, 84, 85, 103]. 

Diese Hethoden lassen sich nach ihrem Prinzip in zwei Arten 
35 klassifizieren. Zum einen handelt es sich urn indirekte Quan- 
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5 tif izierungsmethoden, bei denen von viralen Enzymaktivit&ten 
oder dem NukleinsSuregehalt auf die Anzahl der viralen Parti- 
kel geschlossen wird, Zum anderen sind es direkte Kethoden, 
die der Sichtbarmachung der viralen Partikel dienen. Zur er- 
sten Klasse zahlen der Nachweis der viralen RNA, der viralen 

10 "strong-stop"-cDNA und der Aktivit&t der viralen reversen 
Transkriptase [84, 85, 143, 144]. Elektronenmikroskopische 
Untersuchungen und irrauunhistochemische F&rbungen der viralen 
Envelope-Proteine auf der Virusoberf lache z&hlen zur zweiten 

; Klasse der verwendeten Methoden [103, 7], Die Vorteile der 

15 indirekten Methoden liegen in ihrer relativ einfachen Durch- 
ftthrung und in der schnellen Quantif izierung einer groSen 
Probenzahl* Der Nachteil dieser Art der Partikelzahlbestim- 
mung liegt darin, da£ sie nur einen ungefahren Anhaltspunkt 
fur die Anzahl der freigesetzten Viren bietet und, wie im 

20 Rahmen der Untersuchungen zur Erfindung gezeigt, zum Teil 
2elltypspezifische Faktoren zur Berechnung der Gesamtparti- 
kelzahlen notwendig sind. Heist wird z,B, davon ausgegangen, 
da£ 1% der infekti$sen Retroviren * strong- stop 11 -cDNA enthalt, 
unabhangig von der Zellinie und den Produktionsbedingungen. 

'25 Die mit der Erfindung vorgelegten Daten zeigen jedocb, da£ je 
nach Art der Produktionszellinie der Anteil von infektidsen 
Viren an den cDNA-haltigen Partikeln unterschiedlich hoch 

! ist- Fur die murine Fibroblastenzellinie NIH3T3 konnte in 
mehreren Experiment en nachgewiesen werden, da£ in etwa der 

'30 HSlfte der infektiSsen Partikel die "strong- stop H cDi\JA enthal- 
ten ist. Dies widersprieht den Daten anderer Arbeitsgruppen, 

' die zeigten, daS circa 1% der Gesamtpartikel infektios sind 
[84, 149) ♦ Fur eine exakte Quantif izierung der viralen Ge- 
samtpartikel mit dieser Methode ist es somit notwendig, einen 

35 zelltypspezif ischen Faktor zu berucksichtigen. Dieser ist 

jedoch nur mit Hethoden zu bestimmen, die alle viralen Parti- 
kel erfassen kdnnen, wie die direkten Methoden. Aber elektro- 
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S nenmikrcskopische Untersuchungen z.B. weisen eineai nicht un- 
erheblichen Ger&te- und Mater ialauf wand auf . Die von Pizzato 
et al- [7] entwickelte immunhistochemische Farbungen von vi- 
ren ist dagegen relativ schnell und einfach durchzufuhren, 
erfordern aber z.T. einen erheblichen Aufwand bei der Opti- 
10 mierung der F&rbungen und sind auf die Existenz eines ent- 
sprechenden Antik6rpers gegen virale Oberf lachenproteine an- 
gewiesen. 

Grundlage der Filipinf Srbung 

15 Bei der Bildung und der Freisetzung der Retroviren wird die 
virale Membran aus der Plasinamembran der Produktionszelle ge- 
bildet. Diese UmhQllung des Virus gleicht in der Zusammen- 
setzung den Mentbranbereichen, in denen die Ausknospung des 
Virus stattgefunden hat [45] . Bestandteil ist neben Pro- 

20 teinen, Sphingo- und Glykolipiden auch Cholesterin, Dieses 

Lipid ist ein essentieller Bestandteil eukaryotischer Zellen, 
an das spezifisch Filipin bindet, Filipin wurde aus deiu Kul- 
turuberstand von Streptomyces filipinensis isoliert, besteht 
aus einem 35 gliedrigen Lacton-Ring und gehort damit 2ur 

25 Gruppe der Polyen-Makrolid-Antibiotika [145]. In frflheren Ar- 
beiten konnte gezeigt werden, da£ Filipin mit dexn Cholesterin 
der auSeren Hiille von Retroviren und anderen umhullten Viren 
einen Komplex bildet [146, 147] . Die Mestoranen der Viren 
dienten dabei zur tfntersuchung von Protein-Lipid-Interaktio- 

'30 nen mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen, 

i 

Eine Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung eines 
schnell und einfach durchzuftihrenden, aber trot2dem verlSS- 
lichen Verfahrens bzw. Methode zur quantitativen Bestimmung 
35 viraler und bakterieller Partikel. 
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5 Erf indungsgem&S gel6st wird diese Aufgabe durch eine Methode 
zur Quant ifizierung viraler oder bakterieller Partikel mit 
cholesterinhaltiger Hull©, bei der man die Partikel mit einem 
fluorogenen Polyen-Macrolid anf£rbt und danach die Fluores- 
zenzsignale der einzelnen Partikel quantitiv erf asst. 

10 

ErfindungsgemS£ kann man die Methode au£ Retroviren, 
Orthomyxoviren, Paramyxovir en , Arteriviren, Togaviren, 
Bunyaviren, Bhabdoviren, Filoviren, Arenoviren, Coronaviren, 
Herpesviren, Flaviviren, Hepadnaviren, Pockenviren oder 
15 Iridoviren anwenden- 

Insbesondere kann man erf indungsgemaS die Methode auf HIV, 
Masemvirus, Influenza-Virus, Maus-Leuk&mmie-Virus oder 
Mykoplasmen anwenden. 

20 

Bei der erf indungsgem&Sen Methode kann man die Anzahl der 
Partikel durch Ausz&hlen f luoreszierender Partikel unter ei- 
nem Fluoreszenzmikroskop bestimmen* 

25 Bei der erf indungsgem&fcen Methode kann man ferner als Polyen- 
Makrolid Filipin verwenden. 

Bei der erf indungsgemSfcen Methode kann man ferner die Fluo- 
; reszenz von Filipin bei einer Wellenl£nge von 387 ± 14 nm 
;30 anregen und die AuszShlung bei der EmissionswellenlSnge von 
' 450 ± 29 nm vornehmen. 

Bei der erf indungsgem&£en Methode kann man ferner zur quanti- 
tativen Erfassung die Anzahl und/oder Konzentration der fluo- 
35 reszierenden Partikel mit der bekannten Anzahl und/oder Kon- 
zentration von vorgegebenen f luoreszierenden Partikeln ver- 
gleichen. 
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Bei der erf indungsgem&Sen Methode kann man f erner zum Ver- 
gleich fluoreszierende Partikel vorgeben, die 0,5- bis 2-mal 
so grofi sind wie die zu quantif izierenden Partikel, insbeson- 
dere etwa gleich gro£ sind. 

jlO 

i Bei der erf indungsgemaSen Method® kann man schlieSlich zum 
I Vergleich inerte f luoreszierende Partikel vorgeben. 

Die im Rahmen dieser Erfindung entwickelte Methode zur Virus- 
!l5 quantifisierung kombiniert die Vorteiie einer antikSrperunab- 
hfingigen Farbung der viralen Oder bakteriellen Membran und 
die Quantif izierung mit Hilfe eines Fluoreszenzinikroskopes. 

; 
I 
! 

Fur eine Quantif izierung viraler Partikel uber Fiuoreezenz 
'20 mit einem Fluoreszenzmikroskop sind die Interaktionen 
I zwischen Cholesterin und Filipin bisher noch nicht genutzt 
I worden. Dae liegt wahrscheinlich auch mit daran, dafi die Mdg- 
| lichkeit hochqualitative Objektive mit etwa einer 1000X Ver- 
! groSerung zur Sichtbarmachung von Viren oder Bakterien einzu- 

! 

! 25 setzen, unterschatzt warden ist. 

! 

j Sin weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Besteck (kit of 
parts) zur Quantif izierung von viralen oder bakteriellen Par- 

i tikeln mit cholesterinhaltiger Hulle, umfassend 

i 

30 - ©in fluorogenes Polyen-Makrolid und 

- (ale fakultativen Bestandteil) f luoreszierende Partikel 
als Vergleichs-Standard. 

Bei dem erf indungsgemSEen Besteck kann der Vergleichs-Stan- 
35 dard in einem w&sserigen Medium vorliegen* 

i 
i 
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5 Ferner kdnnen bei dem erfindungsgemHiSen Besteck die fluores- 
zierenden Partikel des Vergleichs-Standards inerte Partikel 
sein. 

Ferner konnen bei dem erf indungsgemSSen Besteck die fluores- 

i 

10 zierenden Partikel des Vergleicks -Standards 0,3- bis 2-mal so 
gro& sein und insbesondere etwa so gro£ sein wie die zu quan- 
tifizierenden Partikel. 

i SchlieSlich kann das erf indungsgemaSe Besteck durch Filipin 

I 

jL5 als Polyen-Makrolid gekennzeichnet eem. 

i 

! sin weiterer Gegenstand der Erfindung ist schlieSlich die 

Verwendung eines fluorogenen Polyen-Makrolids, insbesondere 

| von Filipin, zur Quantif izierung von viralen Oder bakteriel- 

20 len Partikeln mit cholesterinbaltiger Hulle. 

' Im folgenden wird die Erfindung ohne BeschrSnkung und unter 
Bezugnahme auf Beispiele und Figuren detaillierter eriautert. 

I Figur 1 zeigt: die Markierung der viralen Membran von 4Q70A 

25 MLVs mit Filipin. a) 4070A MLV produziert von NIH3T3 nach 
Transfektion mit dem 4070A-MLV-Provirus und dem retroviralen 
Vektor pLEIN, Die Viren wurden nach der Fixierung auf Glasob- 
jekttragem durch Polybrene mit Filipin markiert; b) Negativ- 
kontrolle; tfberstand von mock-transf izierten NIH3T3; c) 

30 Texas -Rot -markierte 100 nm groSe Beads. Die Beads wurden 

ebenfalls mit Polybrene auf Glasobjekttrager fixiert und die- 

! nen als GrdJSenvergleich mit den circa 100 nm gro&en viralen 
Partikeln und als Standard ftir die Quantifizierung; fluores- 
zenzmikroskopische Aufnahmen, Originalvergra£erung 1000X 

35 (Olirnmersionsobjektiv) 
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5 F&rbung viraler Partikel am Beispiel von 407 OA MLV 

i 

! Fur die Quantif izierung der viralen Partikel werden die flue- 
rogenen Eigenschaf ten von Filipin ausgenutzt. Filipin mar- 
kierte Viren k5nnen im Fluor eszenzmikroskop sichtbar gemacht 
(Anregung 387 nrn, Emission 450 nm) und quantif iziert werden 

10 (siehe Figur 1) , Die Quant ifizierung der physischen viralen 
Partikel erfolgt uber den direkten Vergleich mit Texas-Rot- 
markierten "Beads", die dem virushaltigen Oberstand vor der 
Fixierung in bekarmter Konzentration zugesetzt wurden (siehe 
Kapitel Methodik, Abschnitt Quantif izierung) , 

15 Vorteile der Filiplnf&rbung gegenflber anderen Quantif izie- 

! rungsmethoden 

i 
i 

i Die Filipinf&rbung weist einige Vorteile auf : sie ist einfach 

I 

i und schnell durchfuhrbar (Zeitaufwand unter 2 Stunden) . Der 

i 

l 20 Vergleich mit der Quant ifizierung der " strong-stop" -cDNA 

zeigt, dafi sie bis zu 40 mal sensitiver ist {vergleiche Ta- 
belle 1) . Die Methode erfordert aufgrund der Spezifit&t fur 
cholesterin keine langwierigen Optimierungen, wie sie haufig 
bei immunhistochemischen F&rbungen notwendig ist, und sie ist 

25 unabhangig von virusspezif ischen Antikorper. Dies ist gerade 
bei Viren, ftir die keine Antikorper zur Verfugung stehen von 
Vorteil. Die viralen Partikel konnen mit einem gangigen Fluo- 
reszenzirdkroskop, wie es in jedem biologischen Institut zu 
finden ist, sichtbar gemacht werden. Einzige Bedingung ist 

30 die Sicherstellung einer 1000X Vergr6£erung und das Vorhan- 
densein einee entsprechenden Filtersatzes. Beides ist jedoch 
mit einer einfachen Aufrxistung des Mikroskopes moglich, Ein 
weiterer Vorteil dieser Fart i keif arbung ist der generelle 

, Einsatz bei alien Virusarten, die liber sine cholesterinhal- 

35 tige Hulle verfugen (z.B. HIV, Masernvirus, Inf luenza- virus ) . 
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Tabelle It Vergleicb der Partikelzahlbestimntung mit cWJJV- 
Messung und Filipinniarki«ruiig von 407 OA MLV. 



Zellinie 


CDNA-Partikel 
[Partifcol/10 6 
zellen/24h] 


£ il ipinmarkierte 
Partikel 

[»artik«l/10 s Zel- 
leo/24bl 


NIH3T3 


3,1X10 7 


1.5X10 8 


BHK-A 


3,7X10 6 


5,8xl0 7 


BHK 2 IB 


6,0xl0 6 


2,6xl0 7 


TE FlyA7 


8,2x10 s 


3 ( 2xl0 7 



a#Btinm»ma Variant der Quantifizierunsr f ilipinmarkierter 
viraler Partikol 

Fur den Einsatz der FiHpinwarkierung zur Quantif izierung 
physischer viraler Partikel mu£ die Reproduzierbarkeit der 
Analysen gewahrleistet sein. Dazu wurden neun virale 4Q7GA- 
MLV-Proben in Doppelbestimmung gef&rbt und jede einzelne F&r- 
bung quantif iziert. Aus den Daten wurde die durchschnittliche 
Abweicbung vom Mittelwert berechnet* Diese lag bei 12,5%* 

Methodik 

FSrbung der viralen Membranen 

Zur systematischen Quantif izierung von Viren, die mit der 
Plasmamembran der Wirtszelle umhiillt sind, wur^e eine Far- 
bungsmethode entwickelt, die unabhfingig von Antikdrpem ist, 
da gezielt das Cholesterin der viralen Membran fluoreszenz- 
markiert wird. Filipin ist ein Antibiotikum, das auf die Mem- 
bran-Sterine eukaryotischer Zellen wirkt, wobei es zu Ande- 
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5 rungen der Membranpermeabilit&t kommt. Aufgrund seiner Fluo- 
reszenzeigenschaften una spezifischen Bindung an Cholesterin 
kann es zur Anf&rbung von cholesterinhaltigen Membranen ver- 
wendet werden. 

10 Fur die FSrbung wurden 195 /xl virushal tiger Zelluberstand 

(filtriert; 0,45 m) *ri.t 4 fxl Polybrene (0,4 mg/ml) und 1 pi 
Texas-Red-markierter Fluoreszenzpartikel {Molecular Probes, 
Durchmesser 100 nm, 3,6x10 7 /mD vermischt und 1 Stunde bei 
Raumtemperatur in 8-Loch- "Chamber- Slides" inkubiert. Nachfol- 

15 gend wurden die Proben dreimal mit 1XPBS gewaschen, 10 min 
rait Glycin (1,5 mg/ml) und anschliefiend 30 min mit Filipin 
(0,05 mg/ml) inkubiert. Die Pr&parate wurden dreimal mit 
1XPBS gewaschen, mit FluoreszqnzeinschlulSmedium (Dako) tiber- 
schichtet und mit einem Deckglaschen versiegelt. 

20 

IxpBS; 140 mM NaCl; 27 mM KCl; 7,2 mM NaHP04; 14,7 mM 
KK2PO4; pH 6,8 - 7,0 als 10X Stamml6sung von 
GibcoBRL, als Gebrauchsl6sung 1:10 mit destil- 
liertem Wasser verdiinnt 

25 

Detektion der gefarbten Viren 

Die Bestimmung der Anzahl der viralen Partikel eines virus- 
haltigen Zelltiberstandes erfolgt mit Hilfe von fluoreszenz- 

30 mikroskopischen Aufnahmen U000X VergrSSerung, 100er Olimmer- 
sioiisobjektiv) , Die Visualisierung der Fluoreszenzpartikel 
erfolgte mit Filtern der WellenlSngen 595 / 615. Die Filipin- 

! signale kdnnen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes detek- 
tiert werden (Filter Set XF113 von Omegaf ilters, Anregung 387 

35 run (28), Emission 450 run (58))- 
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5 Quantifizierung der f jlipinmarkierten viralen Partikel 

Fur die Quantifizierung warden vom selben Praparatausschnitt 
Aufnahraen der f ilipinmarkierten Viren und der f luoreszenzmar- 
kierten Beads gemacht. Far eine statistisch signifikante Aus- 
10 wertung der Quantifizierung sollten mindestens sieben Aufnah- 
men aufgenommen werden ( je fur Viren und Beads) , Die auf den 
Bildern sichtbaren Viren und Beads werden gez&hlt. Die Be- 
stiimnung der Konzentration der Viren erfolgt mit Formel 1. 
Die Berechnung wird durch den Einsatz der Beads mit einer be- 
15 kannten Konzentration moglich. 



'Bead* * Afai* _ „ / 1 s 

7 ^Virus * ± ' 



20 CBeads - Konzentration der Beads [Anzahl/ml] 
Ovirus - Konzentration der viren 
A B oad5 - Anzahl der Beads pro Bild 
Ayirus - Anzahl der Viren pro Bild 

25 2usammengefa£t wurde erf indungsgema£ eine neue Methode zur 

Quantifizierung von Viren entwickelt, die uber eine choleste- 
rinhaltige Membran verftigen* Es handelt sich dabei um eine 
antikdrperunabhangige F&rbung, bei der durch das Antibiotikum 
FiXipin spezifisch die cholesterinmolektile der viralen Mem- 
30 bran markiert werden* Filipin weist fXuorogene Eigenschaften 
auf und kann mit einem Filtersatz fur das bfp {"blue fluo- 
rescence protein* ; Anregung bei 387 nm, Emission bei 450 nm) 
visualisiert werden. Durch diese Fluoreszenz kSnnen die Viren 
im Fluoreszenzmikroskop bei lOOOx Vergr6£erung sichtbar ge- 
35 macht werden. Die Quantifizierung erfolgt uber den direkten 
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5 Vergleich mit 100 nm grofien f luoreszenzmarkierten Partikeln 
(z,B. Texas-Rot-markiert) , deren Konzentration bekannt ist* 

Definitionen, AbMirzungen 



10 4070A HLV: Maus-Leukamie-Virus, der in dor Lage ist, die Zel- 
len einer Vielzahl von Organismen zu infizieren 

reverse Transcriptase: Enzym sur Umschreibung von RNA in DNA 



jl5 " strong-stop" -cDHA: wird in viralen Partikeln des 407 OA MLV 
von der reversen Transkr iptase gebildet und dient der Quanti- 
fy zierung der viralen Partikel 

iinmunhistochemische Fkrbxmgem f luoreszenzmarkierte Antikor- 
20 per binden an epezifische Oberf lachenstrukturen und kdnnen im 
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden 

Beads; Bezeichnung ftir kugelfftrmige Partikel 

i 
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AMprQche 



Methode zur Quantifizierung viraler oder bakterieller 
Partikel mit cholesterinhaltiger Htille, bei der roan die 
Partikel mit einem fluorogenen Polyen-Macrolid anfSrbt 
und danach die Fluoreszenzsignale der ein2elnen Partikel 
cjuantitiv erf asst.* 



2> Methods nach Anspruch 1, wobei man die Methode auf 

Retroviren , Orthomyxoviren , Paramyxoviren , Ar ter iviren , 
Togaviren, Bunyaviren, Rhabdoviren, Filoviren, 
Arenoviren, Coronaviren, Herpesviren, Flaviviren, 
Hepadnaviren, Fockenviren oder Zridoviren anwendet. 



3. Methode nach Anspruch 1 oder 2, wobei man die Methods auf 
HIVr Masernvirus, Influenza.- Virus , Maus-Leukamie- Virus 
Oder Mykoplasmen anwendet. 

4* Methode nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei der 
man die Anzahl der Partikel durch Ausz£hlen 
f luoreszierender Partikel unter einem 
Fluoreszenzmikroskop bestiromt, 

S* Methods nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei der 
man als Folyen-Makrolid Filipin verwendet. 

6, Methode nach Anspruch 5, bei der man die Fluoreszenz von 
Filipin bei einer WellenlSnge von 387 ± 14 nm anregt und 
die Ausz&hlung bei der EmissionswellenlSnge von 450 ± 29 
nm vornimmt. 
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Methode nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei der 
man zur quantitative Erfaseung die Anzahl und/oder Kon- 
zentration der f luoreszierenden Partikel mit der bekann- 
tea Anzahl und/oder Konzentration von vorgegebenen fluo- 
reszierenden Partikeln vergleicht. 



9. 



Method© nach Anspruch 7, bei der man zum Vergleich fluo- 
reszierende Partikel vorgibt, die 0,5- bis 2-mal so groE 
sind wie die zu quantif izierenden Partikel , insbesondere 
etwa gleich grofe sind, 

Methode nach einem der Anspriiche 7 bis 8, bei der man 2um 
Vergleich inerte fluoreszierende Partikel vorgibt* 



10. Besteck (kit of parts) zur Quantif izierung von viralen 
oder bakteriellen Partikeln mit cholesterinhaltiger 
Hulle, umfassend 

- ©in f luorogenes Polyen-Makrolid und 

- (als fakultativen Bestandteil) f luoreszierende Partikel 
als Vergleichs-Standard. 



11. Besteck nach Anspruch 10, bei dem der vergleichs- Standard 
in einem w&sserigen Medium vorliegt. 



12, Besteck nach Anspruch 10 Oder 11, bei dem die fluoreszie- 
renden Partikel des Vergleichs-Standards inerte Partikel 
sind. 

13* Besteck nach einem der Anspruche 10 bis 12, bei denen die 
fluoreszierenden Partikel des Vergleichs-Standards 0,5- 
bis 2-mal so gro£ sind und insbesondere etwa so gro£ sind 
wie die zu quantif izierenden Partikel. 
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14. Besteck nach einom der Ansprliohe 10 bis 13 mit Filipin 
als Polyen-Makrolid. 

15. Verwendung eines fluorogenen Polyen-Makrolids, insbeson- 
dere von Filipin, zur Quantifizierung von viralen oder 
bakteriellen Partikeln mit cholesterinhaltiger Htille- 
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5 Zus wranenfas sung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitative*! Be- 
stiramung viraler Partikel mit cholesterinhaltiger Httlle, bei 
dem die viralen Partikel mit dem Fluoreszenzf arbstof f Pilipin 
10 angef&rbt werden und die Anzahl der viralen Partikel durcli 
1 AuszShlen der f luoreszierenden Partikel unter dem Fluores- 

! zenzmikroskop bestiinmt wird. 
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